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Abstract 
 
Bakterien Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 blev inficeret med bakteriofagen bIL170, farvet 
med de fluorescerende farvestoffer SYBR Gold og DAPI med henblik på at følge infektionen i 
fluorescensmikroskop. 
Det blev vist at fag bIL170 ikke blev inaktiveret ved farvning med SYBR Gold eller DAPI inden 
for 48 timer. 
Det blev yderligere vist at reprodutionscyklus for fag bIL170 forlænges med ca. 25% ved farvning 
med SYBR Gold. Ingen forsinkelse blev fundet ved farvning med DAPI. 
Det konkluderedes at SYBR Gold er velegnet til farvning af fag bIL170. 
Det har ikke været muligt at følge infektionsprocessen af SYBR Gold farvede fager i 
fluorescensmikroskop på et almindeligt objektglas. Lysis af bakterier inficerede med hhv. SYBR 
Gold farvede fager og ufarvede fager, udtaget fra flydende kultur er dog blevet observeret under 
mikroskop. 
 
 
The bacteria Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 was infected with bacteriophage bIL170, 
stained with the fluorescent dyes SYBR Gold and DAPI with the purpose of observing the infection 
in fluorescence microscope. 
It was shown that phage bIL170 was not inactivated due to staining with either SYBR Gold or 
DAPI within 48 hours. 
Furthermore it was shown that the infection cycle of phage bIL170 is prolonged approximately 25% 
due to staining with SYBR Gold within 48 hours. No prolongation was found due to staining over 
night with DAPI. 
It was concluded that SYBR Gold is a suitable dye for staining of phage bIL170. 
It has not been possible to follow the infection process of phages stained with SYBR Gold in the 
fluorescence microscope on an ordinary cover glass. However, lysis of bacteria infected with 
respectively with SYBR Gold stained phages and unstained phages has been observed under 
microscope. 
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Indledningsafsnit 
Læsevejledning 
Vi har lavet en todelt rapport i form af en videnskabelig artikel og et uddybende appendix. 
Appendix er yderligere delt op i appendix A og appendix B.  
Artiklen følger standarderne beskrevet i ”How to write and publish a scientific paper” af Robert A. 
Day [Day 1979].  
Appendix A uddyber fremstillingen af visse materialer, og forklarer visse metoder mere i dybden 
end i artikel-afsnittet. Derudover indeholder appendix A også data og diskussion af mislykkedes 
forsøg. 
Appendix B vil være et populærvidenskabeligt appendix møntet på at indføre målgruppen i de 
metoder, vi har benyttet på en let og forståelig måde.  
Hvis man ikke er bekendt med mikrobiologiske metoder benyttet til at undersøge fager, er det en 
fordel at læse appendix B, inden gennemlæsning af artiklen. 
Efter appendix A og B findes en ordliste der kan bruges til opslag. 
Målgruppe 
Rapporten er henvendt til personer, der ønsker at benytte fluorescerende farvestoffer til 
visualisering af fager. Rapporten er dog opbygget således, at det, ved at læse appendix B burde 
være muligt for nat-bas studerende med BIO A kurset at forstå rapporten.  
Problemformulering 
Kan man visualisere bakteriofagen bIL170’s infektion af mælkesyrebakterien L. lactis subsp. lactis 
IL1403 med fluorescensmikroskop ved farvning med fluorescens-stofferne DAPI og SYBR Gold, 
og vil farvningen influere på fagens evne til at inficere IL1403? 
Problemafgrænsning 
For at kunne vurdere om visualiseringen af infektionen er mulig ved brug af de fluorescerende 
farvestoffer, DAPI og SYBR Gold, vil vi undersøge om disse har uhensigtsmæssige effekter på 
fagernes reproduktioncyklus. Vi vil undersøge følgende: 
 
1. Inaktiverer fluorescensfarvestofferne fagerne? 
2. Påvirker fluorescensfarvestofferne fagernes reprodutionscyklus? 
3. Hvis en evt. påvirkning af reproduktionscyklus finder sted, vil vi vurdere om dette kunne 
have betydning for den videre visualisering af faginfektion. 
 
Hvis fagerne ikke bliver inaktiveret, og deres reproduktionscyklus ikke påvirkes i en grad der 
vurderes til at have betydning, må det være muligt at visualisere faginfektionen med disse 
farvestoffer. 
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Videnskabelig artikel 
INTRODUKTION 
 
Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 anvendes i mejeriindustrien som starterkulturer i bl.a. oste-
produktion, og bakteriofag-infektioner under forgæringen er et stort industrielt problem. En 
infektion kan sænke eller i værste fald stoppe forgæringen, hvilket kan lede til store økonomiske tab 
for producenten. Der eksisterer derfor et stort behov for at undersøge bakteriofag-
infektionsprocessen nærmere.  
Der eksisterer metoder til at undersøge faginfektioner, men de er besværlige og langsommelige.  
Derfor er det ønskværdigt at udvikle nye, hurtige metoder til at visualisere og følge faginfektion på 
for herved at forstå den bedre.  
 
En fag, der skaber store problemer under osteproduktionen er bIL170, som er specifik til bakterien 
IL1403. Den tilhører den virulente fag-gruppe 936 og er af ordenen caudovirales, familien 
Siphoviridae [Proux et al.2002]. Dens genom er 31754 bp langt og er fuldt ud sekventeret [Crutz-Le 
Coq et al. 2002].  Den har en kerne af dsDNA, som er omgivet af en proteinkappe, hvorpå der 
sidder en non-kontraktil hale brugt til adsorption og indførelse af fagens DNA i værtscellen 
[Salminen et al. 2004]. Denne type fag har et isometrisk hoved, hvilket betyder at proteinpladerne er 
af samme størrelse og har ens vinkler i forhold til hinanden. Den eksakte størrelse af fagen er ikke 
undersøgt, men den ligger imellem 150 og 300 nm. Fagens A+T sammensætning er 65.6% [Crutz-
Le Coq et al. 2002].  
 
DNA fluorescerende farvestoffer er i de senere år blevet benyttet til hurtigt at bestemme antallet af 
virale partikler i en opslemning. Ved brug af fluorescens er det muligt at få et præcist resultat efter 
kun 10 min. - langt hurtigere end ved andre anvendte metoder. Denne metode er dog kun blevet 
brugt på marine vira [Chen et al. 2001][Wen et al. 2004]. Herudover er fluorescerende farvestoffer 
også blevet benyttet til at diagnosticere bakterier ved binding assays. Ved mistanke om en specifik 
bakterie i en opslemning kan der tilføres fluorescens farvede fager specifikke for denne bakterie, og 
herefter se om adsorption finder sted [Mosier-Boss et al. 2003].  
 
Firmaet Molecular Probes producerer en lang række fluorescerende farvestoffer, hvoraf SYBR-
serien er blandt de mest populære på grund af deres meget kraftige udstrålingsintensitet, når 
stofferne er bundet til DNA. Tidligere har SYBR Green I + II været meget brugt, men det nyeste 
farvestof, SYBR Gold, er på mange måder mere effektivt end disse farvestoffer.  SYBR Gold kan 
holde 4 gange så lang tid i fluorescerende tilstand som SYBR Green I ved samme intensitet under 
belysning med deres respektive absorptionsbølgelængder [Chen et al. 2001]. Dog er 
udstrålingsintensiteten af SYBR Gold kun 2/3 af udstrålingsintensiteten fra SYBR Green I [Cosa et 
al. 2001]. Firmaet producerer også DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol), et farvestof der har været 
brugt i mange år og er gennemtestet i mange henseender.  
 
Det er undersøgelsens mål at visualisere bIL170's infektion af IL1403 ved brug af de fluorescerende 
farvestoffer DAPI og SYBR Gold. SYBR Gold benyttes selvom udstrålingsintensiteten er mindre 
end for SYBR Green I, fordi SYBR Golds fluorescens, som allerede nævnt, holder længere tid. 
DAPI benyttes da det er et meget anvendt farvestof og er vel-beskrevet i litteraturen. Begge stoffers 
strukturformler er tidligere kortlagt og kvanteudbyttet for stoffernes fluorescensreaktioner er 
bestemt [Cosa et al. 2001]. Kvanteudbyttet, som beskriver sandsynligheden for at en fluorescens 
reaktion finder sted ved absorption af en foton, viser at SYBR Gold fluorescerer 1000 gange 
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kraftigere, når det er bundet til DNA, end når det ubundet. DAPI fluorescerer kun 10 gange 
kraftigere.   
 
Farvestoffet SYBR Gold er tidligere benyttet på bIL170 i forbindelse med et binding assay, hvor 
det lykkedes at observere adsorptionen af fager til bakterier [Dupont et al. 2004]. Dette tolker vi 
som en indikation på, at en visualisering af infektionsprocessen er mulig med SYBR Gold. DAPI er 
ikke tidligere brugt til farvning af bIL170, men derimod til farvning af marine vira med positive 
resultater [Chen et al. 2001]. 
  
For at sikre at farvning med DAPI eller SYBR Gold ikke påvirker infektionsprocessen, har vi udført 
en række forsøg. Dette har vi gjort med det formål at underbygge at den infektionsprocces der ses,  
tilsvarer den ufarvede fags infektion. Disse undersøgelser skulle vise om en inaktivering fandt sted, 
om farvningen ændrede fagernes evne til at lysere bakterier i flydende medie. 
 
Ved at variere forskellige faktorer så som koncentration af de forskellige farvestoffer og MOI 
(MOI=CFag/CBakterier), vil vi udlede en metode til at behandle bakteriofager med, som gør det muligt 
at visualisere fagens infektionsproces i fluorescensmikroskop.  
 
Forsøgene viser at hverken SYBR Gold eller DAPI har en inaktiverende effekt på fagerne inden for 
48 timer i de koncentrationer, vi benytter. Herudover er det vist at fager farvet med SYBR Gold har 
ca. 25% længere reproduktionscyklus end fager farvet med DAPI og ufarvede fager.   
 
Vi antog ud fra vores resultater at en visualisering var mulig. Det viste sig at en visualisering af 
reproduktionsprocessen for SYBR Gold farvede fager under fluorescensmikroskop ikke var mulig 
med den benyttede metode. Det har dog været muligt at observere lysis i prøver udtaget fra 
flydende kultur af bakterier inficeret med SYBR Gold farvede fager.  
 
MATERIALER OG METODER 
 
Bakterier, bakteriofager og vækstforhold 
I indeværende undersøgelse anvendtes Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 [Bolotin 2001 et al.] 
og  bakteriofagen bIL170, en 936-type virulent fag specifik for og opvokset på IL1403 [Crutz-Le 
Coq et al. 2002]. Fag og bakterie blev udleveret af Jytte Josephsen (Kongelige Veterinær og 
Landbohøjskole, København, Danmark). Faglysatet blev oprenset ved filtrering gennem et 0,45 µm 
filter (Millipore, MA, USA) for at fjerne eventuelle bakterieceller og brudstykker af lyserede 
bakterier i opslemningen. Fagerne blev opbevaret i 5 mM CaCl2 ved 4°C. 
Fagen inaktiveres ved tilsætning af 50% chloroform til 1010 pfu/ml. Efter 10 min. blev fagerne 
fortyndet 106 gange, og 10 µl blev indstøbt(resultater ikke vist). 
IL1403 blev opformeret i 3,75% M17 vækstmedie i demineraliseret vand (Oxoid Ltd, Basingstoke, 
Hampshire, United Kingdom) med 0,5% D(+)-Glukose (BDH Ltd. (Merck), Hoddesdon Herts, 
United Kingdom) ved 30°C og opbevaret ved 4°C.  
Med mindre andet er nævnt, benyttes overnatskulturer i denne undersøgelse.  
Gennemsnitligt antal celler pr. bakteriekæde blev undersøgt ved tælning af kædelængde for 50 
tilfældige bakteriekæder i mikroskop (Axioskop, Zeiss, Tyskland).  
M17 med 0,5% glukose vil fremover blive benævnt GM17. Hvis mediet herudover indeholder 0,5% 
CaCl2 (Sigma-Aldrich,St. Louis, MO) benævnes det GM17-Ca. 
Ved vækst på plader blev Agar-Agar (Merck Ltd., Haar, Tyskland) benyttet. Pladerne indeholdt 
1,5% agar opløst i GM17-Ca.  
Topagar indeholdt 0,75% agar-agar og 3,75% M17 i demineraliseret vand. 
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Under indstøbning blev prøverne blandet med 100 µL overnatskultur i et opvarmet topagar rør ved 
48°C, og blev efter gennemrystning udspredt på agar-plade med. Pladerne blev inkuberet natten 
over ved 30°C. 
 
Farvning af bakteriofager med fluorescerende stoffer 
Farving af bIL170 foregik med hhv. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol, ref. nr. D-1306) og 
SYBR Gold (ref. nr. S11494) begge fra Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon, USA. 
Fager og SYBR Gold blev blandet til en slutkoncentration på 109
 
pfu/mL og 50 SYBR Gold 
units/mL [Noble og Fuhrman 1998]. Fager og DAPI blev blandet til en slutkoncentration på 109
 
pfu/mL og 3 µM DAPI. Begge farvninger stod natten over ved 4°C.  
Med mindre anden fremgangsmåde er nævnt, benyttes fager farvet efter denne procedure i 
undersøgelsen. 
 
Sammenhæng mellem kolonitælling og OD600 
Der blev udført en undersøgelse af OD600 som funktion af bakteriekoncentration ved kolonitælling. 
Målinger blev udført i spektrofotometer ved 600 nm (UV-1201, Shimadzu, Japan). 
IL1403 overnatskultur blev fortyndet 100 gange i GM17 og inkuberet ved 30°C. Der blev udtaget 
prøver til forskellige OD600. Prøverne blev fortyndet 105 gange og blev spredt ud på plader. 
 
Bestemmelse af fagernes koncentration i stamopslemning. 
Koncentrationen af fager i stamopslemningen blev kontrolleret med et plaque assay. 
Der blev udført dryptitrering af 10 µL fagstamopslemning i fortyndingerne 106,107,108 og 109. 
Herefter blev der, vejledt af resultaterne, foretaget indstøbning af passende fortyndinger. 
Koncentrationen af fagerne (titer) udregnedes ved:   
 
Titer
Volumen
FortyndingPlaques
=
×
 
  
 
Undersøgelse af farvestoffernes indvirkning på fagernes infektionsevne 
Fager i en koncentration på 109 pfu/mL blev blandet med forskellige DAPI og SYBR Gold 
koncentrationer i eppendorfrør og stilles natten over ved 4°C. Samtlige rør blev fortyndet ned til 104 
pfu/mL og 10 µL af de fortyndede farvede fager blev herefter indstøbt. Sideløbende blev der udført 
kontrol-forsøg med ufarvede fager. 
 
Undersøgelse af bakterielysis i flydende medie 
For at undersøge hhv. de farvede og ikke-farvede fagers effekt blev der foretaget OD600 målinger  
på bakterier suspenderet i GM17-Ca under infektion af fager. IL1403 overnatskultur blev fortyndet 
100 gange i GM17-Ca og inkuberet ved 30 °C. 
Ved OD600=0,1 (ca. 3,7 x 107 cfu/mL) blev opslemningen delt op i 4 x 20 mL (i 100 mL flasker) 
som hhv. blev: inficeret med SYBR Gold farvede fager, DAPI farvede fager, ikke-farvede fager, 
alle med MOI≈0,2 (ca.7,8 x 106 pfu/mL). Som kontrol anvendtes uinficerede bakterier. 
 
Mikroskopering af farvet faginfektion og bakterielysis på objektglas 
IL1403 overnatskultur blev fortyndet 100 gange i GM17-Ca og inkuberet ved 30ºC. 
Ved OD600=0,1 (ca. 3,7 x 107 cfu/mL) blev SYBR Gold farvede fager tilsat til MOI≈1 (107 
pfu/mL). Opslemningen blev inkuberet i 5 min. ved 30ºC og derefter centrifugeret ved 12000 rpm i 
5 min., supernatanten blev suget bort. Centrifugatet blev resupenderet i GM17-Ca til ca. 1,8 x 109 
cfu/mL . Opslemningen blev mikroskoperet, mens temperaturen blev opretholdt til 30ºC ved hjælp 
 9 9 
af varmekammer. Billeder blev taget hvert 10 min under fluorescenslys(490-500 nm.). Når der ikke 
blev taget billeder var alt lys til prøven slået fra for at bevare fluorescensen (CoolSNAP, 
Photometrics (Roper Scientific) Tucson, Arizona, USA). 
 
Mikroskopering af bakterielysis under infektion med ufarvede farvede fager i flydende medie 
IL1403 overnatskultur blev fortyndet 100 gange i GM17-Ca og inkuberet ved 30ºC. 
Ved OD=0,45 (ca. 2 x 108 cfu/mL), blev ufarvede fager tilsat opslemningen til MOI≈5. 
Efter 15 min. inkubering ved 30ºC blev opslemningen mikroskoperet. Der blev taget billeder med  
3 min. mellemrum. Temperaturen blev opretholdt til 30ºC ved hjælp af varmekammer. 
 
 
Mikroskopering af bakterielysis under infektion med SYBR Gold farvede fager i flydende 
medie 
IL1403 overnatskultur blev fortyndet 100 gange i GM17-Ca og inkuberet ved 30ºC. 
Ved OD600=0,6 (ca. 3 x 108 cfu/mL), blev bakterieopslemningen inficeret med SYBR Gold farvede 
fager til MOI≈1. Blandingen blev centrifugeret i 5 min. ved 12000 rpm., ca. 90% af væsken blev 
fjernet og centrifugatet blev genopblandet. 
Efter 30 min. inkubering ved 30ºC blev opslemningen undersøgt under mikroskop og der blev taget 
billeder med 5 min. mellemrum. 
Der blev taget billeder under minimalt lys og fluorescenslys(490-500 nm.). Når der ikke blev taget 
billeder var alt lys til prøven slået fra for at bevare fluorescensen. Temperaturen blev opretholdt til 
30ºC ved hjælp af varmekammer. 
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RESULTATER 
 
Sammenhæng mellem kolonitælling og OD600 
For at undersøge sammenhængen mellem optical density og den egentlige koncentration af 
bakterier udførtes en kolonitælling fra en podning af en overnatskultur.  
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Figur 1. Kolonitælling på IL1403 til forskellige OD600 . IL1403 bakterieopslemning blev fortyndet 100 
gange i GM17 og der blev udtaget prøver til forskellig OD. M17 blev brugt som reference.  
 
På Figur 1 ses en lineær sammenhæng mellem OD600 og bakteriekoncentration. Data til Figur 1   
præsenteres i Tabel 1. 
 
Tabel 1. Resultater  fra sammenhæng mellem kolonitælling og OD600 
Tid/min. OD600 Kolonier pr. plade A Kolonier pr. plade B Middelværdi Fortynding cfu/mL 
0 0,1 36 38 37 106 3,7 x 107 
40 0,2 84 99 91 106 9,1 x 107 
75 0,3 12 16 14 107 1,4 x 108 
 
 
Da den originale prøve var fortyndet, kunne koncentrationen af bakterier/mL udregnes ved 
fortynding x antal kolonier. 
Kolonierne er resultatet af colony forming units. Vi fandt det gennemsnitlige antal bakterier pr. 
kæde i flydende medie til omkring 3 bakterier. 
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Undersøgelse af farvestoffernes indvirkning på fagernes infektionsevne  
For at undersøge farvestoffernes indvirkning på fagers infektion af IL1403 blev der udført plaque-
assays, hvor antallet af plaques blev sammenlignet med resultaterne fra titerbestemmelsen. Titeren 
for fag stamopløsningen blev bestemt til 7,8 x 1010 pfu/mL. Tabel 2 viser resultater fra plaque assay 
udført med SYBR Gold og Tabel 3 viser resultater fra plaque assay udført med DAPI.  
 
Tabel 2. Resultater fra plaque assay på SYBR Gold farvede fager. 10 µL af en 107 fortynding blev indstøbt. 
Koncentration i units/mL Antal plaques A Antal plaques B Middelværdi 
250 81 65 73 
50 94 91 93 
25 101 87 94 
5 95 91 93 
0 69 88 78 
 
Der er ikke er nogen signifikant forskel i de forskellige koncentrationer, og der er ikke stor 
afvigelse imellem dobbelbestemmelserne. Der er ikke nogen sammenhæng imellem antal plaques 
og koncentration af farvestof. 
 
Tabel 3. Resultater fra plaque assay med DAPI farvede fager. 10 µL af en 107 fortynding blev indstøbt. 
Koncentration Antal plaques A Antal plaques B Middelværdi 
300 µM 92 94 92 
30 µM 64 72 68 
3 µM 128 124 126 
0,3 µM 79 66 71 
0,03 µM 113 106 109 
0 69 88 78 
 
 
Der er en signifikant forskel imellem resultaterne. Der er dog ikke nogen sammenhæng imellem 
antal plaques og koncentration af farvestof. Altså falder titer ikke ved stigende stofkoncentration.  
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Undersøgelse af bakterielysis i flydende kultur ved hjælp af OD600  
For at se på bakteriernes lysis under infektion med farvede og ufarvede fager, undersøgte vi 
bakteriens vækst ved OD600 målinger, som vist på Figur 2. MOI var 0,2.  
0,1
1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
tid/min
OD
60
0
SYBR Gold
farvede fager
DAPI farvede
fager
Ufarvede fager
Uinficerede
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Figur 2. OD600 måling på uinficerede bakterier, bakterier inficeret med ufarvede fager og bakterier inficeret med 
fager farvet med hhv. SYBR Gold og DAPI. En podning af en overnatskultur blev opvokset til OD600=0,2. 
Opslemningen blev delt op og tilsat hhv. SYBR Gold farvede, DAPI farvede og ufarvede fager til MOI≈0,2. 
Uinficeret bakteriekultur blev anvendt som kontrol.  Prøver blev udtaget til forskellige tider og OD600 målt.  
Ud fra figur 2 ses det, at DAPI ikke har nogen indvirkning på fagens reproduktionscyklus, mens 
SYBR Gold forsinker processen med ca. 25%. Figur 2 viser at fagens reproduktionscyklus er på ca. 
35 min. 
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Mikroskopering af farvet faginfektion og bakterielysis på objektglas 
 
 
 
Figur 3. Billeder af IL1403 bakterier inficeret med SYBR Gold farvede bIL170 fager med MOI≈1. Billede A og 
billede C viser det samme motiv i hhv. almindeligt lys og fluorescenslys (490-500 nm), efter ca. 5 min. Billede B 
og billede D viser ligeledes det samme motiv i hhv. almindeligt lys og fluorescenslys (490-500 nm), efter ca. 85 
min. 
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Mikroskopering af bakterielysis under infektion med ufarvede farvede fager i flydende medie 
 
Figur 4. Billeder af IL1403 bakterier inficeret med bIL170 fager til MOI≈5. Billede A viser en inficeret 
bakteriekæde efter 25 min. inkubering ved 30ºC i GM17-Ca. Billede B er taget 5 min. efter. 
Det ses på Figur 4 at nogle af cellerne lyserer mellem 25 og 30 min.  
 
 
Mikroskopering af bakterielysis under infektion med SYBR Gold farvede fager i flydende 
medie 
 
 
Figur 5. Billeder af IL1403 bakterier inficeret med SYBR Gold farvede bIL170 fager til MOI≈1 i flydende medie 
ved 30ºC. Prøven blev udtaget fra inkubering ved 30ºC efter ca. 35 min. og belyst med fluorescenslys (490-500 
nm) og minimalt almindeligt lys . Billede A viser prøven efter ca. 40 min., billede B efter ca. 45 min. 
 
Det ses på Figur 5 at en bakterie lyserer efter infektion med SYBR Gold farvede fager. 
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DISKUSSION 
Undersøgelsen viser, at stofferne SYBR Gold og DAPI ikke har nogen inaktiverende effekt på 
fagen bIL170 i de valgte koncentrationer indenfor 48 timer. 
 
Ud fra OD600 målinger har vi påvist, at fager farvet med SYBR Gold havde en 10-15 min. længere 
reproduktionscyklus end fager farvet med DAPI og ufarvede fager, en forlængelse på ca. 25%. 
 
I forsøget der præsenteres i indeværende artikel ses det på Figur 2, at kurverne for bakterier 
inficeret med fager farvet med DAPI og for bakterier inficeret med ufarvede fager falder en smule 
efter ca. 35 min. Som beskrevet i metoden var MOI≈0,2 ved undersøgelsens start.  
Bakterien har umiddelbart efter første burst en OD600=0,2-0,3 hvilket iflg. kolonitælllingen svarer til 
ca.108 cfu/mL. Da fagerne vil forøges med  en faktor 100 efter hver cyklus [Salminen et al. 2004], 
svarer det til MOI≈20 i næste cyklus.Ved MOI≈20 vil praktisk talt alle bakterier blive inficeret med 
virus. 
 
På Figur 2 ses et kraftigt fald på OD600 kurven for ufarvede fager og fager farvet med DAPI, efter 
ca. 70 min. Det passer med, at stort set alle bakterierne lyserer. Fager farvet med SYBR Gold ser ud 
til først at gennemføre anden cyklus ved ca. 90 min. En reproduktionscyklus for SYBR Gold 
farvede fager er derfor på ca. 45 min., mens en reproduktionscyklus for ufarvede fager og DAPI 
farvede fager er på ca. 35 min. SYBR Gold farvede fagers reproduktionscyklus er forlænget med ca. 
25%. 
Hældningen af de uinficerede bakteriers vækstkurve stiger en smule efter ca. 80 min. Væksten 
burde komme til udtryk som en ret linie. Dette skyldes højst sandsynligt kontaminering af en ukendt 
bakterie.  
 
Målingerne for inficerede bakterier stabiliserer sig på OD600=0,2 efter ca. 120 min. selvom start 
OD600=0,1 (Figur 2 ). Dette forventer vi skyldes brudstykker fra lyserede bakterier. 
 
Tidligere forsøg har vist, at det er vanskeligt at fjerne alt overskydende farvestof. Derfor er det en 
klar fordel at arbejde med et stof der har en svag fluorescens når det ikke er bundet til DNA. Derved 
vil det være en hel del nemmere at skelne DNA-bundet fra ubundet farvestof.  
 
Ubundet farvestof kan over tid trænge ind gennem cellemembranen på bakterierne, og få cellerne til 
at fluorescere ved at binde sig til det bakterielle DNA. På grund af den langt større mængde DNA i 
bakterien kan fluorescensen blive så kraftig, at det bliver svært at se fagerne. Ved at farve fager i en 
meget høj koncentration og bagefter fortynde de farvede fager, kan man undgå høje koncentrationer 
af farvestof under infektion, og derved mindske muligheden for fluorescerende bakterieceller. 
 
Vi har ud fra vores undersøgelser ikke kunne konkludere om alle fager er farvet. Det er dog 
tidligere vist at fluorescens med SYBR Gold er en effektiv måde at måle antallet af fager i en 
vandig opslemning [Chen et al. 2001]. 
 
SYBR Gold har, i den brugte koncentration, ikke nogen inaktiverende effekt på fagerne inden for de 
første 48 timer og den forlængede reproduktionscyklus er ikke af stor betydning for visualiseringen. 
DAPI har ikke forsinket reproduktionstid, men SYBR Gold fluorescerer, som nævnt, 1000 gange 
stærkere når det er bundet til ss/dsDNA end når det er ubundet. For DAPI er denne faktor kun 10 
[Cosa et al. 2001]. Derfor blev SYBR Gold benyttet til visualisering af fagens reproduktionscyklus.  
 
 16 16 
Visualiseringen blev gennemført under samme forhold som under de makroskopiske forsøg. Den 
eneste forskel var at det foregik under mikroskop. 
Vi har i gentagende forsøg ikke kunne observere lysis. Vi forventede at se lysis efter 40-50 min., 
men forsøg op til 2 timer har ikke vist lysis.  
Det var først da vi lod inficerede bakterie inkubere i varmeskab, og først udtog prøver til 
mikroskopering, lige inde forventet lysis, at det lykkedes. Vi så få bakterier lysere, men slet ikke i 
det omfang vi forventede. 
Det må derfor antages, at det er de fysiske forhold, der skaber problemer. Muligvis kan de ændrede 
forhold under dækglasset, få bakterierne til at gå i lag-fase. Dette kan betyde, at fagerne ikke vil 
kunne gennemføre deres reproduktionscyklus, da mange fag-typer kræver aktiv metabolisme. Det er 
ikke undersøgt om bIL170 behøver dette.  
Det var muligt at se både adsorption af fager til bakterier, samt fagernes fluorescens forsvinde fra 
bakteriernes overflade. Om fluorescens forsvinder, fordi infektion har fundet sted, eller at SYBR 
Gold ikke længere fluorescerer, kan ikke konkluderes, da lysis ikke fandt sted (resultater ikke vist).  
De billeder, der viser lysering af bakterier blev, udtaget fra opslemninger, der var inkuberet i 
flydende medie. Fagerne har derfor haft mulighed for at gennemføre infektion under samme 
forhold, som fagerne ved undersøgelsen af bakterielysis i flydende medie(se Figur 2). Prøven, der 
blev undersøgt i mikroskop, blev udtaget fra opslemningen netop før bakterierne forventedes at 
lysere. Lysering blev kun observeret indenfor de første 10 min. under mikroskop, hvorefter det 
stoppede. Da MOI≈1, antages det, at de fleste  celler var inficerede og vi antager at de ændrede 
fysiske forhold er skyld i, at bakterierne stoppede med at lyserere.  
Ved at bruge højere MOI kan man muligvis øge sandsynligheden for at se lysering af bakterier, selv 
hvis infektionen forløber på objektglas. Men ved at forhøje MOI øges sandsynligheden for ”lysis 
from without”. Her er antallet af fager så højt, at bakteriecellemembranen perforeres og lysis 
forekommer uden infektion. I forsøget blev der arbejdet med MOI 0,5-1 og vi mener derfor at 
sandsynligheden for ”lysis from without” på de observerede bakterier er minimal.  
Det kan konkluderes, at det ikke er muligt at følge reproduktionscyklussen under de 
mikroskoperingsforhold vi har benyttet. Der er derfor behov for en anden metode til at følge 
processen i mikroskop. En mulighed kunne være at placere prøven i et objektglas med fordybning. 
Herved vil infektionen foregå i flydende medie, men det kan være svært at følge de enkelte 
bakterier, da strømninger vil flytte bakterierne rundt i opslemningen. 
 
Undersøgelsen konkluderer at SYBR Gold er et udmærket farvestof til fluorescens farvning  af 
bIL170, da det ikke inaktiverer dem og kun har en mindre indflydelse på bIL170s 
reproduktionscyklus. Det er ikke lykkedes at observere en gennemført reproduktionscyklus under 
mikroskop ved brug af objekt- og dækglas. Vi mener, at dette skyldes de ændrede fysiske forhold, 
der forekommer ved denne metode.   
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Perspektivering 
Der var flere ting vi gerne ville have undersøgt i dette projekt. Vi viste bl.a., at reproduktionstiden 
for SYBR Gold farvede fager var længere end for ufarvede fager, og vi har lavet en række forsøg 
som skulle afklare om dette skyldtes forlænget adsorptionstid. Resultaterne var dog ikke nøjagtige 
nok til at kunne drage konklusioner. Disse resultater kan findes i afsnittet mislykkedes forsøg.  
 
Hvis vi havde haft tid, ville vi også have undersøgt om der var en forsinkelse i transscriptionen af 
fagens DNA. Dette ville vi gøre ved at regulere MOI, for at se om fagernes DNA komplementerer 
hinanden hvis SYBR Gold inaktiverer et genområde.  
 
Undersøgelsen af DAPI’s indvirkning på fagernes infektionsevne ville vi gerne gentage hvis vi 
havde tid. Selvom man godt kan drage en konklusion ud fra forsøget, ville det være bedre hvis 
resultaterne ikke havde så stor afvigelse i forhold til hinanden. 
 
Vi ville gerne undersøge flere egenskaber ved fagen, da der ikke tidligere er udført 
standardundersøgelser på netop denne fag; burst size ville være interessent at undersøge, men ikke 
helt ligetil da vi har vist at chloroform inaktiverer fagerne. Derfor ville man bliver nødt til at 
fortynde og centrifugere de forskellige opslemninger med korte tidsintervaller. Det ville kræve stor 
rutine hvis dette forsøg skulle give gode resultater.  
Det ville også være interessant at undersøge om burst size for farvede fager var mindre end for 
ufarvede fager. 
 
Hvis disse resultater skulle publiceres, ville vi gennemføre alle forsøg mindst 3 gange. 
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Appendix A 
Afsnittet vil give dybere indblik i nogle af de metoder vi har benyttet, som ikke har været relevante 
at medtage i artiklen. Herudover findes alle resultater fra de forsøg der er slået fejl, således at vores 
metodeudviklingsproces kan følges. 
 
Detaljerede materiale - og metodebeskrivelser 
 
Fremstilling af top og bund agar: 
 
Top agar: 
37,5 g M17 opløses, under opvarmning og omrøring, i 1000 mL demineraliseret vand. 1,5 g agar 
tilsættes til  5 x 200 mL flasker, og M17 opløsningen fordeles i de 5 flasker. Flasker med agar og 
M17 autoklaveres for at undgå uønsket vækst og for at smelte agaren. 
 
Bund agar: 
37,5 g M17 opløses, under opvarmning og omrøring, i 1000 mL demineraliseret vand. 3 g agar 
tilsættes til  5 x 200 mL flasker, og M17 opløsningen fordeles i de 5 flasker. Flasker med agar og 
M17 autoklaveres for at undgå uønsket vækst og for at smelte agaren. 
 
Agarplader: 
Det forberedte bottom agar i 200 mL flasker indsættes i mikrobølgeovn (750 W). For at 
smeltningen skal forløbe planmæssigt skal mediet først have 70% effekt i 2 min./flaske, herefter 
30% effekt i 6 min./flaske. 
Når mediet er smeltet tilføres 0,5% glukose og 0,5 mM CaCl2. I et 200 mL glas svarer dette til 2 mL 
50% glukose og 2 mL 0,5 M CaCl2. Denne opløsning føres på mellem 8 og 10 petriskåle, afhængig 
af dosering. Efter størkning vendes petriskålene om, og indsættes i køleskab til senere brug. 
 
M17 
Vækstmediet M17 bruges, da det er standard medium for mælkesyrebakterie. Det er blandet i 
3,75% blandinger, eller 37,5 g/liter. Opløsninger af ren M17 er benyttet under opvoksning af 
bakterier i flydende kultur. Vores variant med 0,5% glukose er benævnt GM17, og GM17 med 
0,5% CaCl2 kaldes GM17-Ca. 
 
Podning af bakterier 
Vi benyttede udelukkende overnatskulturer i vores undersøgelse, da eksponentielt voksende 
bakterier giver de bedste resultater. For at lave en overnatskultur overføres 20 mL GM17-opl. til 
stort reagensglas. De ønskede bakterier overføres til GM17, enten med podenål fra agar plade eller 
med pipette fra overnatskultur, og inkuberes ved 30°C natten over.  
 
Hvis man ønsker at beholde bakterierne over en lidt længere periode kan man med fordel fordele 
dem ud på agar-plade. Proceduren er, at man med podenål tager en koloni af bakterien fra en agar 
plade, og fordeler den på en ny agarplade eller dypper podenålen i en overnatskultur og fordeler en 
mængde væske ud på agarplade. Pladen inkuberes ved 30°C natten over. Ved at pode fra plade, kan 
man være sikker på at få en ren kultur op, da man tager en enkelt koloni. Bakterierne kan opbevares 
ved 4°C i ca. 5-7 dage.  
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Fagoprensning 
Fagerne blev udleveret som et fag-lysat, en opformering af fager på bakterier.  
Som standard på laboratoriet blev fag-lysater ikke oprenset, da indholdet af ødelagte bakteriedele 
ikke skønnes at influere på forsøgsresultater. Vi undersøgte vores lysat i mikroskop, og observerede 
flere bakterier og store ødelagte celledele. Vi skønnede at der var mulighed for at disse urenheder 
kunne påvirke vores forsøgsresultater, derfor oprensede vi fagopslemningen ved følgende metode: 
Vi centrifugerede lysatet ved hhv. 5000 rpm og 12500 rpm., men kontrol i mikroskopet viste stadig 
urenheder. Herefter filterede vi lysatet igennem et 0,45 µm filter, hvilket fjernede de uønskede 
partikler.  
Farvestoffer og farvning 
For at give et bedre indtryk af strukturen og egenskaberne for de benyttede farvestoffer, præsenteres 
i følgende afsnit en uddybning. Herudover er farvningsprocessen beskrevet mere udførligt for at 
muliggøre en eventuel reproduktion. 
 
SYBR Gold 
 
Figur 6 SYBR Gold sumformel iflg. [Cosa et al. 2001]. Q menes at være S eller O, og alle R er konjugerede ringe. 
 
SYBR Gold er et fluorescerende farvestof, der binder sig til dsDNA og ssDNA. Det er udviklet af 
Molecular Probes, og første gang nævnt i litteraturen i 1998. Det absorberer lys i den blå del af 
spektret og udsender grønt lys. Den komplette opbygning er ikke publiceret, og det må antages at 
Molecular Probes holder strukturformlen hemmelig. I artiklen [Cosa et al. 2001] er et gæt på 
strukturformlen angivet, dog med visse ukendte grupper. Stoffet er potentielt mutagent da det 
reagerer med DNA, og der skal derfor træffes nødvendige sikkerhedsforanstaltninger når der 
arbejdes med stoffet. SYBR Gold er ret stabilt, og kan holde sig i op til et år ved korrekt 
opbevaring. På Tabel 5 er bølgelængderne for absorbtion og emmision vist, samt kvanteudbyttet der 
beskriver sansynligheden for, at molekylet fluorescerer pr. absorberet foton. Det ses at stoffet vil 
fluorescere kraftigere ved dsDNA end ved ssDNA, hvilket er meget passende i vores undersøgelse 
da vi kun arbejder med dsDNA.  
 
Tabel 4. Fluorerescens data for SYBR Gold[Cosa et al. 2001] 
SYBR Gold Absorption Emission Kvanteudbytte  
Frit stof 487nm 546nm 0,0006 
På ssDNA 496nm 540nm 0,55 
På dsDNA 496nm 540nm 0,66 
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Det ses at stoffet næsten ikke fluorescerer når det ikke er bundet til DNA, men derimod fluorescerer 
med 1000 gange højere intensitet når det er bundet til enten ssDNA eller dsDNA. Denne egenskab 
gør det nemt se om farvestoffet er bundet til DNA [Cosa et al. 2001]. 
 
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindol) 
 
 
Figur 7 Strukturformel for DAPI [Cosa et al. 2001] 
 
 
Farvestoffet DAPI har i mange år været kendt som et effektivt fluorescerende DNA/RNA farvestof, 
der lyser med et klart blåt lys i emmisionspektret. Stoffet er mutagent og der skal derfor træffes de 
nødvendige sikkerhedsforanstaltninger når der arbejdes med stoffet.  
DAPI binder sig især til AT-rige områder i dsDNA. Det binder sig også i nogle tilfælde til RNA. 
Det antages, at bindingerne sker i AU-rige områder. Intensiteten af emissionen under binding til 
RNA er dog kun 20% af intensiteten under binding til dsDNA. Tabel 5 viser bølgelængderne for 
absorption og emmision - herudover vises også kvanteudbyttet. Her ses det at stoffet fluorescerer en 
del kraftigere når der er bundet til DNA i forhold til når det er ubundet. Fluorescensen for ubundet 
DAPI er 10 gange svagere end når det er bundet til ssDNA. Det fluorescerer kraftigere ved binding 
til dsDNA end ved binding til ssDNA.  
 
 
Tabel 5. Fluorescensdata for DAPI [Cosa et al. 2001] 
DAPI Absorption Emission Kvanteudbytte  
Frit stof 341nm 496nm 0,019 
På ssDNA 358nm 456nm 0,19 
På dsDNA 356nm 455nm 0,34 
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Farvningsprocedure 
 
Farvning med SYBR Gold. 
Vi benytter samme metode som beskrevet i [Noble og Fuhrman 1998]. Grunden til dette er at 
[Dupont et al. 2001] har haft held med farvning af samme type fag som vi anvender, ved brug af 
denne metode.  
SYBR Gold udleveres i en koncentration på 10000 SYBR Gold units/mL. Målet er en 
slutkoncentration på 50 SYBR Gold units/mL til 109 pfu/mL. Derfor fortyndes SYBR Gold først 10 
gange, hvorefter der overføres 5 µL til 10 µL 1010 pfu/mL fagopslemning og 85 µL Ca2+-
fortyndingsvand 
Da SYBR Gold er lysfølsomt, indpakkes opslemningen, så den ikke udsættes for lys. 
Derefter stilles den ved 4°C natten over. 
 
Farvning med DAPI  
Fabrikanten foreslår en farvning på 3 µM til 109 pfu/mL. DAPI udleveres i en koncentration på 14,3 
mM. Derfor fortyndede vi stamopløsningen i Milli-Q vand til en slutkoncentrationen på 3mM, så 
det er nemt at fortynde videre. Derefter fortyndes DAPI opløsningen til 30µM, og der udtages 
herfra 10 µL, der blandes med 10 µL titer 1010 fag-opslemning og 80 µL Ca2+-fortyndingsvand. 
Herved fås DAPI i en koncentration på 3µM i en fag-opslemning med 109 titer. 
Da DAPI er lysfølsomt, indpakkes opslemningen, så det ikke udsættes for lys. 
Derefter stilles det ved 4°C natten over. 
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Mislykkede forsøg 
 
Afsnittet indeholder resultater og diskussioner fra fejlslagne forsøg, samt en opsummering af hvilke 
erfaringer vi gjorde os i de enkelte forsøgsrækker. Disse forsøgsresultater hjalp os til at revidere 
forsøgsprotokollerne til de nuværende, som er beskrevet i artiklen. Variation fra forsøg til forsøg vil 
blive nævnt. 
 
 
Undersøgelse af bakterielysis i flydende kultur ved hjælp af OD600. 
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Figur 8. OD600 måling på uinficerede bakterier, bakterier inficeret med ufarvede fager og bakterier inficeret med 
fager farvet med hhv. SYBR Gold - og DAPI. 
Det vandbad vi benyttede viste sig at være defekt og temperaturen var omkring 41°C og ikke 30°C 
som forventet. 
 
Diskussion: Bakterierne vokser optimalt ved 30°C, og har kraftigt reduceret vækst over 40°C, 
hvorfor vækstkurven flader ud som det ses på Figur 8. Fagerne kan ikke inficere bakterierne ved så 
høje temperaturer og der ses derfor ikke et fald i OD600 som forventet.  
  
 
 25 25 
Forsøg nr. 2 
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Figur 9. OD600 måling på uinficerede bakterier, bakterier inficeret med ufarvede fager og bakterier inficeret med 
fager farvet med hhv. SYBR Gold - og DAPI. 
Her benyttede vi os af varmeskabet som ligger stabilt på 30°C. Dette betød at prøverne skulle 
hentes i varmeskabet, hvilket kunne medføre en temperaturændring. Metoden er ikke optimal i 
forhold til et stabilt vandbad. 
 
Diskussion: Resultaterne fra Figur 9 ligner dem vi har præsenteret i artiklen, udover at kontrollen 
med ren bakterieopslemning er blevet kontamineret med fager. Vi regner med at fagerne kom fra 
CaCl2 opløsningen. Efter forsøget lavede vi en ny opløsning af 0,5% CaCl2.  
En anden mulighed er, at fagerne kunne sidde helt oppe i pipetterne. Da den samme pipette blev 
brugt til udtagninger af prøver fra alle opslemninger, kunne fagerne bliver overført til de uinficerede 
bakterier. Efter dette forsøg brugte vi pipettespidser med filter. 
 
Forsøg nr.3  
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Figur 10. OD600 måling på uinficerede bakterier, bakterier inficeret med ufarvede fager og bakterier inficeret 
med fager farvet med hhv. SYBR Gold og DAPI. 
Vi benyttede pipetter med filter for at undgå kontaminering med fager.  
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Diskussion: Der må være sket en teknisk fejl ved fortynding af de tre fag stamopslemninger. Figur 
10 viser at der ikke har været fager i fortyndingen der skulle indeholde ufarvede fager. Antallet af 
DAPI og SYBR Gold farvede fager har været langt mindre end forventet. 
 
Forsøg nr. 4 
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Figur 11. OD600 måling på uinficerede bakterier, bakterier inficeret med ufarvede fager og bakterier inficeret 
med fager farvet med hhv. SYBR Gold og DAPI. 
 
Diskussion: Under forsøget opførte spektrofotometeret sig underligt og målingerne er helt 
urealistiske. Vi placerede en blindprøve i spektrofotometeret og så meget kraftige udsving i 
målingerne. Vi kan se, at opslemningen inficeret med SYBR Gold farvede fager ikke indeholder 
fager og resten af de fejlslagne målinger som vist på Figur 11 tilskrives spektrofotometeret.  
 
Opsummering af erfaringer fra denne forsøgsrække: 
 
Vi har hovedsageligt haft 3 problemer: 
- Problemer med kontaminering 
- Problemer med spektrofotometeret 
- Tekniske problemer ved fortynding 
 
Vi har set hvor let en prøve kontamineres, og hvor nemt kontamineringen kan ødelægge et forsøg. 
Vi anbefaler brug af forskellige pipetter til hhv. de inficerede og uinficerede bakterier, evt. at udtage 
prøverne i separate rum, da der også er en mulighed for at fagerne kan spredes over korte afstand i 
luften. 
Det benyttede spektrofotometer er af gammel model, og det er almindeligt kendt på laboratoriet at 
det er ustabilt. Vi observerede, at spektrofotometeret fungerede bedst hvis det havde været tændt ca. 
40 min. inden brug.  
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De tekniske problemer har været gennemgående i alle de fejlslagne forsøg. Det største problem har 
været manglende biologisk laboratorieerfaring, hvorfor mange ting er gået galt. Mængderne der er 
tilsat har helt sikkert svinget pga. manglede præcision med pipetterne.  
  
Undersøgelse af farvestoffernes indvirkning på fagernes infektionsevne 
 
Forsøg nr. 1 
 
Tabel 6. Plaque assay udført på bakterier inficeret med fager farvet med SYBR Gold i forskellige 
koncentrationer.  
SYBR Gold units/mL Antal plaques A Antal plaques B 
500 7 5 
250 2 3 
50 6 5 
25 15 10 
5 8 2 
 
 
 
Diskussion: Som set på Tabel 6, kunne meget tyde på en fejl i fortyndingsrækken. I forhold til 
vores titerbestemmelse skulle antallet af plaques være mellem ca. 60-100, altså ca. en faktor 10 
forskel på resultaterne fra forsøget. Resultaterne fra forsøget viser det samme som resultaterne 
præsenteret i artiklen, men grundet det lave antal plaques kan vi ikke konkludere noget. Vi erfarede, 
at der var brug for mere nøjagtighed med fortyndingsrækkerne. 
 
 
Forsøg nr. 2 
 
Tabel 7. Plaque assay udført på bakterier inficeret med to forskellige koncentrationer af fager farvet med SYBR 
Gold i forskellige koncentrationer (gennemsnitsværdier af dobbeltbestemmelser) 
SYBR Gold units/mL Plaques ved 102 fager Plaques ved 103 fager 
500 212 393 
250 261 248 
50 118 219 
25 249 263 
5 182 270 
 
Vi indstøbte i 2 forskellige fortyndinger, da vi var i tvivl om fortyndingerne i det foregående forsøg 
passede. 
 
Diskussion: Det ses på Tabel 7 at antallet af plaques varierer meget fra de ca. 60-100 der forventes 
i fortynding til 102 fager. Herudover burde pladerne med de forventede 103 plaques vise 10 gange 
flere plaques end 102. Igen er der tale om tekniske vanskeligheder. 
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Opsummering: 
Vores erfaringer fra denne forsøgsrække er at omgangen med pipetter bør være ekstrem nøjagtig. 
Der skal meget små fejl til at ødelægge en hel fortyndingsrække. Derfor bør det gøres klart at 
præcision er en meget vigtig faktor ved fortyndingsrækker.  
 
 
Sammenhæng mellem kolonitælling og OD600 
 
Forsøg nr. 1 
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Figur 12. OD600 som funktion af antal kolonier per mL, data fra Tabel 8  
 
Tabel 8. Kolonitælling af bakterier udtaget til forskellige OD600 
OD Antal kolonier Fortynding cfu/mL 
0,1 62 106 6,2 x 107 
0,2 200 106 2,0 x 107 
0,3 64 107 6,4 x 108 
 
 
Vi benyttede upublicerede data fra laboratoriet til at vurdere hvilke fortyndinger der skulle bruges; 
at der var ca. 107 cfu/mL ved OD600=0,1. Vi benyttede os af spatel til udspredning på plader. Vi 
fortyndede i GM17. 
 
Diskussion: Det ses ud fra Figur 12 at resultaterne ikke er på en ret linie som forventet. Der var en 
del uregelmæssigheder ved denne metode. Fortynding i GM17 var problematisk. Det var svært at 
overføre små mængder da der dannedes bobler i væsken, og der var derfor mulighed for 
fortyndingsfejl. Udspredning med spatel skabte også problemer, da udspredningen havde tendens til 
at lægge sig som bakterie-streaks, hvor kolonierne voksede ind over hinanden. Vi overførte kun 10 
µl til udspredning på plade, hvilket var for lidt.  
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Opsummering: Det er fordelagtigt at bruge topagar til udspredning på plader, da fordelingen her 
vil blive meget mere jævn end ved brug af spatel. På grund af GM17’s konsistens er det svært 
nøjagtigt at overføre mindre end 100 µL. Vi erfarede at man bør benytte 100 µL for effektiv 
udspredning på plade. 
 
Farvestoffernes effekt på fagers evne til adsorption 
 
Denne forsøgsbeskrivelse er mere detaljeret end de andre, da metoden ikke er omtalt i artiklen. 
Dette skyldes, at man ikke kan konkludere noget ud fra resultaterne. Metoden og tanken bag 
undersøgelsen er dog meget relevante for projektet. 
 
Formålet med dette forsøg var at undersøge om fagerne farvet med SYBR Gold havde en længere 
adsorptionstid end ufarvede fager. Vi beregnede vores koncentrationer ud fra den antagelse at ca. 
90% af fagerne ville adsorbere [Delbrück 1940]. 
 
Vi startede med at benytte nedenstående metode:  
En IL1403 overnatskultur blev fortyndet 100 gange i GM17-Ca. Opslemningen inkuberedes ved 
30°C til OD600= 0,3 svarende til 1,4 x 108 cfu/mL. 9 x 1 mL fra blandingen blev overført til 9 
eppendorfrør der gennemrystes. 3 af rørerne blev tilsat fager farvet med SYBR Gold, 3 af rørene 
blev tilsat fager farvet med DAPI og de sidste 3 rør blev tilsat ufarvede fager. Alle rør blev tilsat 
fager til en slutkoncentration på 104 pfu/mL, svarende til MOI≈0,0001. 
Rørene blev inkuberet ved 30°C og en prøve af hver gruppe blev udtaget efter hhv. 0, 5, 10 og 15 
min. Prøverne blev centrifugeret ved 5000 rpm i 10 min. ved 4°C. Hele prøvens volumen blev efter 
centrifugering indstøbt.  
 
 
 
Forsøg nr. 1 
 
Tabel 9. Adsorption Assay med fager farvede med hhv. DAPI (3µM) og SYBR Gold (50 unit/mL)  til forskellige 
tider 
Tid/Min.  Antal plaques SYBR 
Gold farvede fager. 
Antal plaques DAPI 
farvet fager. 
Antal plaques 
Ufarvede fager. 
5 0 0 0 
10 0 0 0 
15 0 0 0 
 
 
Diskussion: Topagaren størknede under tilsætning af de store mængder. Derfor hævede vi 
temperaturen på topagaren for at undgå størkning. Dette resulterede i at bakterierne døde. Da der 
ikke var nogen bakterievækst, kunne ingen plaques tælles som vist på Tabel 9. Da vi udførte 
forsøgene regnede vi med, at OD600=0,3 svarede til 107 cfu/mL, hvorfor vi forventede et  
MOI≈0,001 (104 pfu/mL). Da vi regnede med 90% adsorption inden for de første 5 min., burde 
resultatet, hvis topagarens temperatur havde været korrekt, ville indstøbning have givet ca. 1000 
plaques, hvilket alligevel ville have været uacceptabelt. Vi manglede kontrolforsøg. 
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Forsøg nr. 2 
 
Tabel 10. Adsorption  Assay med fager farvede med hhv. DAPI (3µM)  og SYBR Gold (50 unit/mL)  til 
forskellige tider 
Tid/min.  Antal plaques SYBR 
Gold farvede fager. 
Antal plaques DAPI 
farvet fager. 
Antal plaques Ufarvede 
fager. 
5 240 256 48 
10 78 260 56 
15 12 120 67 
 
I dette forsøg benyttede vi 0,45 µm filtre for at adskille fager fra bakterier. Vi mente, at filteret ville 
være en hurtigere og mere effektiv metode end centrifugering. Herudover var der mulighed for at 
bakterierne kunne lysere i væske og dermed give forkerte resultater. Da vi fik nye informationer om 
forholdet mellem OD600 og bakteriekoncentrationer, udtog vi prøver ved OD600=0,1 i stedet for  
OD600=0,3. Det viste sig at OD600=0,1, og ikke OD600=0,3 svarede til ca. 1 x 107 cfu/mL. Herudover 
ændrede vi MOI til 0,01 (105 fager/mL) 
 
Diskussion: Der var ikke tilsat M17 før filteret blev taget i brug, og der var derfor mulighed for at 
fagerne kunne sidde fast i filteret. Til hver ny tid benyttede vi et nyt filter, og ufarvede fager blev 
filtreret først hver gang. Det er muligvis derfor, at antallet af plaques er så lavt, da det er muligt at 
fagerne sad fast i filteret. Som vist i Tabel 10 afviger resultaterne så meget i forhold til hinanden, at 
det ikke er muligt at konkludere noget som helst. Herudover mangler vi kontrolforsøg. 
 
 
Forsøg nr. 3 
 
Tabel 11. Adsorption  Assay med fager farvede med hhv. DAPI (3µM)  og SYBR Gold (50 unit/mL)  til 
forskellige tider 
Tid/min. Antal plaques 
SYBR Gold 
farvet fager. 
Antal plaques 
DAPI farvet 
fager. 
Antal plaques 
ufarvede fager 
0 340 764 1000 
5 460 900 850 
10 273 726 674 
15 320 764 1000 
 
Til dette forsøg benyttede vi OD600= 0,1 dvs. MOI=0,01 (105 pfu/mL) og filteret blev gennem 
skyllet før hver prøveudtagning. 
 
Diskussion: Bakteriekoncentrationen har været for lav til, at adsorptionen kunne foregå med den 
ønskede hastighed og det har resulteret i et højt antal plaques som vist på Tabel 11. Desuden blev 
SYBR Gold farvede fager filtreret først ved alle prøve udtagningerne, hvilket kan have bevirket, at 
nogle af disse fager har siddet fast i filtret.  
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Forsøg nr. 4 
 
Ud fra tidligere erfaringer, og nu med nøjagtige tal fra undersøgelsen af sammenhæng mellem 
kolonitælling og OD600, fremsatte vi følgende reviderede forsøgsmetode: 
 
En IL1403 overnatskultur blev fortyndet 100 gange i GM17. Opslemningen inkuberedes ved 30C° 
til OD600= 0,3 svarende til 1,4 x 108 bakterier. 9 x 1 mL fra blandingen blev overført til 9 
eppendorfrør der gennemrystedes. 3 af rørerne blev tilsat fager farvet med SYBR Gold, 3 af rørene 
blev tilsat fager farvet med DAPI og de sidste 3 rør blev tilsat ufarvede fager. Alle rør blev tilsat 
fager til en slutkoncentration på 104 pfu/mL, svarende til MOI≈0,0001. 
Rørene blev inkuberet ved 30C° og en prøve af hver gruppe blev udtaget efter hhv. 0, 5, 10 og 15 
min. Prøven blev filtreret igennem et 0,45µm filter for at fjerne bakterier. Inden og efter hver 
filtrering gennem skylledes filteret med M17. 10 µL af den filtrerede blanding blev indstøbt.  
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Figur 13. Antal frie fager i opslemningen  efter adsorption af fager til bakterier. Bakterierne blev inficeret med 
hhv. ufarvede fager, DAPI farvede fager og SYBR Gold farvede fager, til MOI≈0,001, udtaget fra inkubering 
ved 30ºC til tiderne henholdsvis 0, 5, 10 og 15 minutter. 
 
 
Tabel 12. Antal plaques efter blanding med bakterier ved MOI≈0,001 til forskellige tider.  
Tid/min. SYBR 
Gold 
Adsorberede 
fager i %. 
DAPI Adsorberede 
fager i %. 
Ufarvede Adsorberede 
fager i %. 
0 169 83 200 80 321 68 
5 166 83 192 81 253 75 
10 38 96 146 86 150 85 
15 30 97 68 93 86 91 
 
 
 32 32 
Diskussion: 
Umiddelbart ser det ud til at der er en tendens i forsøget. Vi kan dog ikke konkludere noget, da hele 
adsorptionen næsten er afsluttet ved tiden 0 som det ses fra Tabel 12 og Figur 13. 
Grunden til dette er sandsynligvis at koncentrationen af bakterier var for høj.  
 
Sammenhængen mellem koncentration af bakterier og adsorption af fager vises herunder: 
 
 
[ ] [ ] [ ] ⇒⋅= − tBkePP 0  
 
 
[ ] [ ]Btk=
dt
Pd
1−   
 
 
Koncentrationen af pfu benævnes P og bakterie koncentrationen benævnes B. Det ses at B er 
afgørende for hastigheden hvormed adsorptionen forløber.  
 
Vi har brugt to koncentration af bakterier, 3,7 x 107, som var for lav, og 1,4 x 108, som var for høj. 
En bakteriekoncentration imellem disse to vil muligvis være passende. 
  
Ved andre forsøg med adsorptions hastigheder er der brugt 100 gange fortynding eller chloroform 
til at stoppe adsorptionen, og centrifugering ved 12,000 rpm i 15-20 min. til adskillelse af 
bakterierne fra fagerne [Delbrück 1940][Ventura et al.1999]. bIL170 har en reproduktionscyklus på 
ca. 35 min. hvilket giver problemer, idet at bakterien kan lysere inden der kan foretages målinger 
ved brugen af centrifugering.  
Metoden med chloroform ville have været optimal, idet den tillader øjeblikkelig standsning af både 
adsorption og lysis fordi den opløser de bakterielle plasmamembraner. Ved at udføre et 
kontrolforsøg, har vi vist at chloroform inaktiverer bIL170, og denne metode kan derfor ikke 
benyttes i vores undersøgelse. 
 
Vi mangler ordentlige resultater til at kunne vurdere om det er i adsorptionsprocessen forsinkelsen 
finder sted. Gentagelse af et lignende forsøg har ikke været muligt pga. manglende tid. 
 
Hvis forsøget skulle gentages, vil vi anbefale denne metode hvis man regner med 90% adsorption 
inden for 5 min. Vi ville kun undersøge SYBR Gold farvede fagers adsorption, da DAPI ikke lader 
til at indvirke på reproduktionscyklus: 
  
1. 9 glas tilsættes 0,1 mL 1 x 108 pfu/mL ufarvet fag. Herudover tilsættes 0,1 mL 108 pfu/mL 
SYBR Gold farvet fag til 9 andre glas. 
2. Som vist på under Tabel 13, tilsættes til 4 af glassene for både SYBR Gold farvede fager og 
ufarvede fager 0,9 mL bakteriekultur i GM17 med koncentrationerne 5 x 107 cfu/mL, til de 
4 andre af glassene for både SYBR Gold farvede fager og ufarvede tilsættes bakteriekultur i 
GM17 med 1 x 107 cfu/mL og til det sidste glas for både SYBR Gold farvede fager og 
ufarvede fager tilsættes 0,9 mL ren GM17 som kontrol. 
3 Inkuberes ved 30°C. 
4 Ved tiderne 0 min., 5 min., 10 min. og 15 min. udtages 0,1 mL fra hvert glas og fortyndes 
100 gange i M17 for at stoppe adsorptionen.  
5 Fortyndingen centrifugeres ved 12,000 rpm i 15-20 min. under køling ved 4°C.  
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6 Supernatanten suges op. 10 µL fortyndes yderligere 10 gange for at få en titer på ca 103 
pfu/mL. Resten beholdes.  
7.    0,01 mL af de to fortyndinger (103 og 104 pfu/mL) indstøbes. 
  
Kontrolforsøg fortyndes til en fornuftig fortynding og indstøbes ligeledes. Alle indstøbninger 
udføres med dobbeltbestemmelse. 
 
Tabel 13. Indholdet af glas til det tænkte adsorption assay 
SYBR Gold 
farvede fager glas: 
Indhold Ufarvede fager glas: Indhold 
Glas 1 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 1 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 2 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 2 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 3 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 3 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 4 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 4 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 5x107 cfu/mL 
Glas 5 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 5 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 6 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 6 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 7 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 7 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 8 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 8 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL 1x107 cfu/mL 
Glas 9 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL ren GM17 
Glas 9 0,1 mL 1x108 pfu/mL 
0,9 mL ren GM17 
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Appendix B 
 
Dette afsnit gennemgår de bakterier og fager vi arbejder med. Herudover er afsnittets formål at 
indføre læseren i nogle af de begreber og metoder, der benyttes i vores undersøgelse. Metoderne vil 
være meget overordnet beskrevede på en let forståelig måde.  
Mælkesyrebakterier 
 
Som nævnt i artikeldelen arbejder vi med mælkesyrebakterien L. lactis subsp. lactis IL1403. 
Generelt kan man sige om, at mælkesyrebakterier er gram-positive bakterier, der får energi og 
carbon ved at konsumere kulhydrater ved spaltning til mælkesyre. De er ikke-sporedannende, 
anaerobe, men ilt-tolerante bakterier der enten er stav- elle cocci(sfærisk)-formede. En mere 
specificeret beskrivelse end denne er svær at give da det er en meget divers gruppe, hvor de 
forskellige undergrupper er tilpasset forskellige miljøer. Man kan opdele mælkesyrebakterier efter 
deres spaltning af glukose under optimale vækstbetingelser: i homo-fermentative og hetero-
fermentative bakterier.  
Homo-fermentative mælkesyrebakterier spalter glukose til over 90% mælkesyre. Hetero-
fermentative mælkesyrebakterier spalter glukose til ækvivalente mængder mælkesyre, ethanol og 
kuldioxid.  
[Salminen et al. 2004, s 1-8] [Sjöberg 1992, 7- 10] 
 
Specifikt er subsp. lactis homo-fermentativ og får energi ved spaltning af glukose til mælkesyre. 
Ved vækst på andre sukre (maltose, galaktose og laktose) dannes biprodukter som ethanol, format 
og acetat. 
Subsp. lactis er 0,5-1,5 µm og cocci-formede. De optræder oftest i kæder af 2-4 som danner colony 
forming units(cfu).  
L. lactis subsp. lactis optimale vækstbetingelser er ved 30ºC i flydende medie, med overskud af 
glukose.   
[Sjöberg 1992, 7- 10, 28-32] 
 
 
Bakteriens vækst: 
 
Når bakterien dyrkes, benyttes et vækstmedium kaldet M17. Mælkesyrebakteriens natulige miljø 
indeholder en rækker vitaminer og aminosyrer, som den ikke kan selv syntetisere. M17 indeholder 
en del af disse næringsstoffer, og bakterien kan derfor vokse i dette medie. I forsøg med Lactic 
streptococci har M17 vist sig at være en god pH-buffer når man arbejder med mælkesyrebakterier. 
Buffer-effekten gør det muligt for bakteriekoncentrationen af være større end i et medium uden 
buffer, da syreproduktionen kan være større uden at forstyrre bakteriernes vækst [Terzaghi og 
Sadine 1975].  
M17 bruges både under vækst i flydende medium, hvor bakterien tilsættes en opløsning af M17 og 
glukose, og ved udspredning på agar-plader, hvor bund-agaren indeholder M17. 
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Bakteriofag bIL170 
 
 
Figur 14. Fag af typen siphoviridae 
 
 
Fagen vi arbejder med kaldes bIL170. Det er en bakteriofag specifik til bakterien L. lactis subsp. 
lactis IL-1403. Den har en kerne af dsDNA, som er omgivet af en proteinkappe hvorpå der sidder 
en non-kontraktil hale brugt til adsorption. Den eksakte størrelse af fagen er ikke undersøgt, men 
den ligger imellem 150 og 300 nm.  
 
Adsorptionen til cellevægen eller plasmamembran fungerer ved at fagen genkender særlige 
receptorsites. Det ioniske miljø er en vigtig faktor under adsorption. Der skal være uorganiske salte 
tilstede for at absorptionen kan finde sted. Temperaturen er en vigtig faktor under adsorption – ved 
høje temperaturer kan fagen ikke adsorbere til cellevæggen.  
Selve mekanismen hvor DNA’et bliver ført ind bakterien er endnu ikke fuldt ud forstået for netop 
denne fag. Det antages, at DNA'et bevæger sig gennem halen ind i værtscellen.  
Da IL-1403 er gram-positiv, har denne en massiv cellevæg, som er ca. 20 nm tyk, hvilket skaber 
komplikationer for indførelse af DNA. Hvordan denne forhindring overvindes, er endnu ikke 
beskrevet. Nye studier viser dog, at en anden type fag der angriber mælkesyrebakterier har lysin der 
sidder for enden af halen, og nedbryder cellevæggen under adsorption [Kenny et al. 2004]. Det er 
endnu ikke undersøgt om bIL170 har sådanne lysiner. 
BIL170 er virulent, det vil sige, at den kun har en lytisk reproduktion-cyklus.  
I den lytiske reproduktions-cyklus for fager kan værtscellens kromosomer inaktiveres eller 
hydrolyseres af ny-syntetiserede fag-proteiner. Det er dog ikke undersøgt for denne fag specifikt. 
Herefter kopieres fagens DNA og der dannes nye strukturproteiner, som bruges til at danne nye 
infektionsklare fager. Alle råstoffer til disse og redskaberne til at skabe dem findes i cellen, men 
aktiv metabolisme er af og til krævet. Selve samlingen af DNA, hoved-proteiner og hale-proteiner 
er en passiv proces kaldet self-assembly.  Herefter produceres enzymer som nedbryder 
cellenvæggen, så de ny-syntetiserede fager kan forlade cellen og starte en ny reproduktionscyklus. 
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Fluorescens 
Fluorescens spiller en stor rolle i vores projekt, da det er det eneste måleinstrument vi benytter til at 
visualisere fagerne.  
Fluorescens forekommer når elektroner i et molekyle absorberer energi fra fotoner, og eksiteres til 
en tilstand med et højere energiniveau. Efter eksitationen  befinder molekylet sig i en specifik 
kernevibrationstilstand. Den overskydende vibrationsenergi (kerne-svingningsenergi) udsendes 
normalt som varme, idet molekylet kommer i energiligevægt. Molekylet kan således befinde sig i 
forskellige vibrationelle energitilstande. De forskellige tilstande er angivet i Figur 15 som vandrette 
streger, mens den skrå streg angiver ændring fra en tilstand til en andet. Overskydende energi 
afgives som varme. Når molekylet når det laveste svingnings-energiniveau i den eksiterede 
elektrontilstand er det stor sandsynlighed for at den springer det tilbage til den elektroniske 
grundtilstand. Det er dog muligt at der forekommer spring fra en anden vibrationel energitilstand, 
men det er mindre sandsynligt. 
Hvis springet udføres umiddelbart efter at molekylet er kommet i sin laveste energitilstand og 
herved udsender en foton, er der tale om fluorescens.    
 
Fluorescerende stoffer absorberer fotoner med én bølgelængde, og når de falder tilbage udsendes 
fotoner af en anden bølgelængde. 
 
 
Figur 15 En foton rammer en elektron i et fluorescerede stof, og exiteres til et højere energiniveau. Når 
elektronen vender tilbage til grundtilstanden udsendes den overskydende energi som lys 
.  
 
Samme princip gælder når fagerne bliver farvet med fluorescerende farvestof. 
Da der er forskel på stoffers kvanteudbyttet, er der forskel på stoffernes fluorescenseffektivitet. 
Kvanteudbyttet beskriver sandsynligheden for at et molekyle fluorescerer under absorption af en 
foton. Hvis der ingen fluorescens er, er kvanteudbyttet 0. Den maksimale effektivitet er et 
kvanteudbytte på 1.  
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Farvning af fager 
Virus’ proteinkappe er permeabel for de benyttede farvestoffer, SYBR Gold og DAPI. Derfor kan 
de under blanding frit diffundere ind i virus og farve dens DNA. Der vil indstille sig en ligevægt, 
som man må afvente før stoffet har nået sin maksimale effekt – derfor farver vi fagerne natten over. 
Stofferne danner forbindelser med fagens DNA som vil fluorescere ved lyspåvirkning i stoffets 
absorptionsspektrum som beskrevet ovenfor. Processen vises på figur Figur 16. 
 
 
Figur 16 Model over farvning af fager 
 
Metodebeskrivelser 
Dryptitrering 
 
Dryptitrering bruges til at bestemme en vejledende koncentration af fager i en given opløsning. Man 
starter med at fortynde ens stam fag-opslemning f.eks. 101 til 108 gange. 
Derefter blandes100 µL bakterieopslemning med en ca. 48 ˚C varm topagar der derefter hældes på 
GM17 agar-plade.  
Pladen deles op som vist på diagrammet nedenfor, hvor tallet repræsenterer fortyndingen: 
 
Figur 17 Fordeling af fortyndinger på en agar-plade 
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Inden topagaren er helt stivnet, dryppes 10 µL af de respektive fag-fortyndinger ud på hver deres 
felt. Efter endt størkning af topagaren, inkuberes pladen ved 30 ºC, og står natten over. 
 
Antal plaques i hvert felt tælles. I de fleste af felterne vil det ikke være muligt at tælle antallet af 
plaques, da koncentration af fager har været for høj. På de felter hvor det er muligt, tælles antallet af 
plaques og ud fra det kan man finde en vejledende koncentration af stamopløsningen. 
Den korrekte fortynding kan herefter bruges til bestemmelse af titer ved plaque assay. Det tilstræbes 
at bruge en fortynding, hvor der er ca. 200 plaques på pladerne. 
  
 
Plaque Assay  
Plaque assay er en mikrobiologisk metode, brugt til at identificere fager i en fortyndet opslemning. 
Fagopslemningen blandes med fagens vært i topagar, og spredes ud på vækstplade. Agaren sørger 
for, at fagerne ikke spreder sig bredt i opløsningen. Efter inkubering kan de steder hvor bakterierne 
er lyseret ses som klare områder på pladen kaldet plaques. Hvert klart område svarer til en pfu i den 
fortyndede opslemning. Grunden til at pfu og ikke fag benyttes, er at man ikke kan være sikker på 
at der kun skal en fag til at lysere en bakterie. Rent praktisk ser en agar-plade med plaques ud som 
vist på Figur 18. 
 
Figur 18 Billede af en agarplade med plaques 
 
Optical Density (OD) 
OD bruges til at måle hvor meget lys der bliver forhindret(pga. spredning eller absorption)i at 
passere en væske. OD måles ved at sende en lystråle med en bestemt lysintensitet gennem en 
cuvette med væske og derefter måle lysintensitet efter passage. Resultatet for målingen benævnes 
ODλ, hvor λ står for den givne bølgelængde der benyttes. 
 
Når man laver OD målinger på en væske, udtrykker man ikke resultatet som den præcise 
absorbans/spredning af lys for ens væske, men istedet som et forhold mellem hvor meget lys ens 
prøve spredes/absorberes i forhold til en reference prøve kaldet blindprøve. 
 
Dette udtrykkes med formlen:  
 
OD=log(Iprøve/Iblind).    
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Desuden er der følgende sammenhæng mellem koncentration og OD: 
 
OD=log(Iprøve / Iblind)=k[c] 
 
Hvor k er en proportionalitetskonstant, som er specifik for den lys absorberende væske. 
Adsorption Assay  
Adsorption assay er en mikrobiologisk metode til at bestemme fagers adsorptions hastighed til deres 
vært. Dette udføres ved at en kendt mængde fager tilsættes til en kendt mængde bakterie. Prøver 
udtages ved forskellige tider, og adsorptionen standses f.eks. ved fortynding. Herefter fjernes 
bakterierne enten vh.a filter hvor bakterierne filtreres fra eller centrifugering hvor supernatanten der 
indeholder uadsorberede fager suges op. Til sidst fortyndes den resterende fagopslemning til 
passende fortyndinger og indstøbes.  
 
Fluorescensmikroskopi 
Fluorescensmikroskopi fungerer som vist på Figur 19. Først sender en lyskilde lys i den ønskede 
bølgelængde ind i mikroskopet. Her rammer lyset et dichromt spejl som kun spejler den valgte 
bølgelængde. Spejlet er vinklet så lyset føres ned på præparatet. Her rammer det de fluorescerende 
stoffer som udsender lys af en ny bølgelængde. Det udsendte lys føres tilbage gennem mikroskopet, 
hvor det passerer gennem det dichrome spejl, og op til kameraet. Der kan nu tages billeder af det 
fluorescerende præparat. 
 
 
Figur 19 Skitse over hvordan et fluorescens mikroskop virker 
 
I vores undersøgelse anvendes et Carl Zeiss Axioskope til fluorescensmikrosopering. 
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Figurkilder 
  
Figur 6: Egen fremstilling udfra [Cosa et al.2001] 
Figur 7: Egen fremstilling udfra [Cosa et al.2001] 
Figur 14: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Images/Ackerman/Tailedph/Siphovir/397-21-
2.jpg: U.S. National Library of Medicine Bethesda, MD, USA 
Figur 18 http://www.tulane.edu/~dmsander/WWW/109/plaques.jpg: David M. Sander, Ph.D. 
Figur 19: http://dept.kent.edu/projects/cell/FLUORO.HTM:  Douglas Kline, Department of 
Biological Sciences, Kent State University, Kent, Ohio (Redigeret og oversat til dansk). 
 
 
Ordliste 
 
pfu: antal fag enheder der danner plaques i en opslemning.(pfu = Phage forming units). 
Titer: koncentrationen af fager i opslemning(pfu/mL) 
Fortynding : antal gange en given stamopløsning er blevet fortyndet. 
 
Milli-Q-vand: vand renset i osmosisk anlæg. 
 
Kvantetal: Tal mellem 0-1. Sandsynligheden for at et molekyle vil fluorescere under absorption af 
en foton. 
 
Gram-positiv: De fleste bakteriers cellevægge indeholder stoffet peptidoglycan. I gram-positive 
bakterier består cellevæggen af forholdsvis store mængder peptidoglycan. I gram-negative 
bakterier består cellevæggen af mindre mængder peptidoglycan omgivet af en periplasmatisk gel 
inderst mod plasma membranen, og en ydermembran opbygget af lipopolysakkarider.     
Gram-farvning foregår med et violet farvestof der binder sig til peptidoglycan og vil derfor binde 
sig markant mere til gram-positive bakterier end gram-negative. Dette gør det nemt at adskille de 
to. 
 
Dichromt spejl: Et spejl der reflekterer lys under særlig bølgelængde, men tillader lys fra en 
højere bølgelængde at passere. Spejlene bruges i fluorescensmikroskoper. 
  
Absorption: proces hvor en fotons energi er optages af en anden enhed.  
 
Emmission: i fluorescens sammenhæng  betyder det at et molekyle udsender  elektromagnetisk 
stråling af vis bølgelængde som følge af absorption af en foton. 
 
Infektionsproces: proces  hvor fagen adsorberer til celle og indskyder sit DNA/RNA. 
 
Reproduktionscyklus:  fagens adsorption til værtscellen, indførelse af DNA/RNA, transcription og 
lysis.  
 
 
 
